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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(g) Verfahren zur Modifizierung von Biopolymeren 

Es wird ein Verfahren zur Modifizierung von BiopolYme- 
ren, insbesondere ladungstragenden Biopolymeren be- 
schrieben, wobei die Biopolymeren 

a) an einem Adsorbens selektiv immobilisiert, 

b) im adsorbierten Zustand zur Reaktion gebracht, 

c) danach gewunschtenfalls weiterverwendetund 

d) die Reaktionsprodukte vom Adsorbens desorbiert wer- 
den. 
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Patentanspruche 



1 Verfahren zur Modifizierung von Biopolymeren, 
insbesondere ladungstragenderi Biopolymeren, wo- 
bei die Biopolymeren 5 

a) an einem Adsorbens selektiv immobilisiert 

b) im jidsorbierten Zustand zur Reaktion ge- 
bracht, 

c) danach gewunschtenfalls weiterverwendet ip 

und 1. J 

d) die Reaktionsprodukte vom Adsorbens de- 

sorbiert werden. 



2. Verfahren nach Anspruch 1» dadurch gekenn- is 
zeichnet, daB das Adsorbens eine Matrix ist. wobei 
die Matrix oberflachlich mil chemischen Gruppen 
versehen ist , , 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Matrix oberflachlich mit lonen- 20 
austauschergruppen modifiziert ist 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet dafi das Adsorbens eine 
porose Matrix iist und/oder mit reaktiven Gruppen, 
welche zur Immobilisierung von Affinitatsliganden 25 
geeignet sind, modifiziert ist oder bereits mit ge- 
koppelten Affinitatsliganden modifiziert ist 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Modifizierungsre- 
aktion an einem Biopolymeren erf olgt, das an ei- 30 
nem lonenaustauscher mit niedriger Ladungsdichte 
immobilisiert ist i_ i w / 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet daB die Modif izierungsre- 
aktion an einem Biopolymeren erf olgt, das an ei- 35 
nem lonenaustauscher mit hoher Ladungsdichte 
immobiUsiert ist u* c 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Modifizierungsre- 
aktion an den Biopolymeren mittels Enzymen be- 40 
werkstelligtwird. * u i u* 7 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Adsorbens in 
Form von Partikeln vorliegt 

9. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 8, 45 
dadurch gekennzeichnet, daB das Adsorbens in 
Form spharischer Partikel in flussiger Phase aufge- 
schlammt ist ^atch- Verfahren). 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet daB die spharischen Parti- 50 

^ kel auf einem flachigen Trager aufgebracht sind. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet daB immobilisierte Nu- 

' kleinsauren mit Restriktionsenzymen geschnitten 

werden. 55 
IZ Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet daB an der immobiiisierten Nukleinsaure 
eine partielle enzymatische Verdauung mit einem 
Restriktionsenzymdurchgefuhrtwird - 
13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, eo 
dadurch gekennzeichnet daB immobilisierte Nu- 
kleinsauren mit nukleinsaure-modifizierenden Pro- 
tein en prozessiert werden. 

- Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Modifizie- 
rung von Biopolymeren, insbesondere ladungstragen- 



den Biopolymeren, ' v.. . 

Die Behandlung von Biopolymeren mit Enzymen und 
biochemischen Reagentien steUt eine zentrale Verfah; 
rensweise in der Biochemie und der Praxis der Moleku- 
larbiologie dar. In biochemischen Laboratonen werden 
insbesondere Proteine und Nukleinsauren modifiziert 
Die dazu hotigen Reaktionen werden zu emem groBen 
Teil in homogener, waBriger Phase durchgefuhrt Es 
sind auch Verfahren bekannt bei denen das Substrat 
kovalent an eine feste Matrbc gebunden und dann durch 
entsprechende Reagentien modifiziert wird. Urn die mo- 
difizierten Biopolymere anschUeBend wieder von der 
festen Matrbc zu losen, sind weitere Reaktionsschntte 
erforderUch, insbesondere das Losen von kovalenten 
Bindungen. Dabei sind Nebenreaktionen, die zu Aus- 
beuteverlusten fuhren, nicht zu vermeiden. Das an sich 
fortschrittUche und wertvolle Verfahren gemaB dem 
Stand der Technik wird dadurch allerdings in semer 
Anwendungsbreite deutlich eingeschrankt da beim Ab- 
losen des Substrates von der Matrbc auch in modifizier- 
ten Biopolymeren kovalente Bindungen aufgebrochen 
werden konnen. was nicht nur die Ausbeute beeintrach- 
tigt sondem auch zu Kontaminationen fQhrt und somit 
aufwendige Remigungs- und Trennverfahren notwen- 

digmacht , , , , r- i • 

. Ahnlich liegen die Verhaltnisse im molekularbiolpgi- 
schen Bereich, wo enzymatische Veranderungen von 
Biopolymeren, insbesondere Nukleinsauren, eine domi- 
nierende RoUe spielen. Diese Reaktionen werden bisher 
lediglich in homogener Losung durchgefuhrt 

Haufig ist es notwendig. enzymatische Reaktionen in' 
aufeinanderfolgenden Schritten durchzufiihren, wobei 
fur jeden Schritt in der Regel eine andere gepufferte 
Losung verwendet und das vorangehende Enzym ent- 
femt werden muB. Bisher wurde daher zwischen diesen 
einzelnen Schritten die Reaktionslosung jeweils mit 
Phenol versetzt zentrifugiert mit Chloroform versetzt 
erneut zentrifugiert und nach einer Ethanolf allung wie- 
derum zentrifugiert Diese Schritte sind auBerst zeitauf- 
wendig, fuhren zu Ausbeuteveriusten und erhohen ins- 
gesamt die Zahl der moglichen Fehler- und Kontamina- 
tionsqueUen. Es werden neben den enzymatischen Re- 
aktionen auch Modifizierungen auf biochemischem We- 
ge durchgefuhrt wie beispielsweise Methylierungen. 

Aufgabe der voriiegenden Erfindung ist es, em Ver- 
fahren bereitzustellen, das die Modifizierung von Bio- 
polymeren, insbesondere ladungstragenden Biopolyme- 
ren in universell anwendbarer, einfacher Weise ermog- 
licht, indem das Substrat nach der Reaktion ohne weite- 
re chemische Reaktion, also mittels physikaUscher Pro- 
zesse, weiterverwendet werden kann. Des weiteren soli 
das erfmdungsgemaBe Verfahren aufwendige Remi- 
gungs-, Trenn- und Isolierungsverfahren tiberfliissig 
machen bei mehrstufigen Modifiaerungsreaktionen mit 
Biopolymeren, insbesondere ladungstragenden Biopo- 
lymeren. ... J u ' 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB gelost durch ein 
Verfahren, wobei die zu modif izierenden Biopolymeren 
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a) an emem Adsorbens selektiv immobilisiert 

b) im adsorbierten Zustand zur Reaktion gebracht 

c) danach gewunschtenfalls weiterverwendet und 

d) die Reaktionsprodukte vom Adsorbens desor- 
biert werden* 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsfonn ist das Adsor- 
bens vorzugsweise eine porose Matrix, wobei die pord- 
se Matrbc oberflachhch mitchemischen Gruppen. insbe- 
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sondere lonenaiistauschem. Chelatbildnern oder Affmi- 
tatsliganden modifiziert ist In einer anderen bevorzug- 
ten Ausftihrungsform ist das Adsorbens mit reaktiven 
chemischen Gruppen modifiziert, wobei an die reakti- 
ven chemischen Gruppen beispielsweise Affinitatsligan- 
den gebundeh werden konnen. Affinitatsliganden im 
Sinne dieser Erfindung sind Stoffe, die zu den zu modifi- 
zierenden Stoffen cine reversible, spezifische Wechsel- 
wirkung ausbilden und somit die zu modinzierenden 
Stoffe reversibel immobilisieren konnen. In der deut- 
schen Patentanmeldung der Anmelderin P 36 39 949 
wird ein Verfahren zur Trennung von langkettigen Nu- 
kleinsauren unterschiedlichster Provenienz vorgeschla- 
gen. Das dort eingesetzte Material ist eine oberflachlich 
modifizierte, partikulare porose Matrbc, insbesondere 
auf Silicagelbasis mit einer Partikelgrofie von 15 bis 
250 Jim und einer PorengroBe von 100 bis 2500 nm (be- 
kannt aus DE-OS 32 1 1 309 der Anmelderin). 

Als Adsorbentien kommen ebenfalls TrSger in Be- 
tracht, die mit Anionenaustauschern wie DE-52 Cellulo- 
se (Whatman. Katalog-Nr. 4057-050) oder Fractogel 
TSK DEAE-650 (Merck, Katalog-Nr. 14 989) beschich- 
tet sind. 

Es hat sich uberraschenderweise herausgestellt, daB 
an oben beschriebenen Materialien adsorbierte Poly- 
meren modifiziert werden konnen. Es lassen sich bei- 
spielsweise endonukleolytische Spaltungen mit Restrik- 
tionsendonukleasen, Polymerasereaktionen eta an ad- 
sorptiv immobilisierten Nukleinsauren durchfiihren. 
Wenn die Nukleinsaure im immobilisierten Zustand mo- 
difiziert wird, geniigt das Entfemen der Losung und 
einmaliges Waschen mit Puffer, bevor die folgende En- 
zymreaktion unter den entsprechenden neuen Pufferbe- 
dingungen stattfinden kann. Bei Verwendung von 
lonenaustauschern zur Modifizierung von Nukleinsau- 
ren mittels Restriktionsenzymen wurde uberraschen- 
derweise gefunden. daB eine geringere Ladungsdichte 
des lonenaustauschermaterials zu einer voUstandigeren 
Verdauung (90 bis 95%) der Nukleinsaure fiihrt. Benutzt 
man hingegen ein lonenaustausqhermaterial mit hohe- 
rer Ladungsdichte, beispielsweise bekannt aus DE-OS 
32 11 309 der Anmelderin, resultiert eine nur partielle 
enzymatische Verdauung der betreffenden Nukleinsau- 
re. 

Die Bereitstellung eines Verfahrens zur reproduzier- 
baren partiellen Verdauung von Nukleinsauren ist eine 
weitere wertvolle Variante des erfindungsgemaflen 
Verfahrens, Nach der bekannten Verfahrensweise von 
Smith und Birnstiel (Nucleic Acid Research 3, 2387, 
1976) werden partielle Verdauungen von endmarkierten 
Fragmenten zur Kartierung von Restriktionsenzym- 
schnittstellen verwendet Die partiellen Verdauungen 
mtissen iiber Enzymkinetiken hergestellt werden, die 
vergieichsweise arbeitsintensiv sind. Das erfindungsge- 
maBe Verfahren eroffnet die Moglichkeit, diese Metho- 
dik mit immobilisiertfer DNS durchzufuhren, wobei die 
Erstellung von Kinetiken nicht erforderlich ist Der not- 
wendige Arbeitsaufwand wird dadurch auf etwa 1/10 
des herkommlichen beschrankt bei gleichzeitig hoher 
Reproduzierbarkeit und niedriger Fehleranfalligkeit in 
der Methodik. Derartige Kartierungen gehSren zu den 
im molekulargenetischen Labor sehr haufig angewen- 
deten Methoden und gewinnen auch in der Diagnostik 
an Bedeutung. 

Die selektive Adsorption einer Gruppe von Biopoly- 
raeren ist einerseits von der Wahl des Adsorbens als 
auch andererseits von der Wahl der Bedingungen in der 
Losung (Pufferbedingungen) abhangig. So kann bei- 
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spielsweise die zu mod^fizierende Nukleinsaure in Puf- 
fem mit niedriger lonenstErke adsorbiert werden. Dabei 
werden. wie in der deutschen Patentanmeldung P 
36 39 949 der Anmelderin vorgeschlagen, nur langketti- 
5 ge Nukleinsauren adsorbiert Sie konnen dann nach dem 
erfmdungsgemaBen Verfahren modifizien werdea 
Ganz allgemein laBt das erfindungsgemaBe Verfahren 
aber auch die Prozessierung von immobilisierten Nu- 
kleinsauren mit Nukleinsauren modifizierenden Prote- 
to inenzu. 

Eine Desorption des modifizierten Biopolymeren er- 
folgt vorzugsweise durch Anderung der Pufferbedin- 
gungen (lonenstarke, pH, kompetitive Liganden etc.). Es 
ist allerdings auch denkbar, daB insbesondere bei Ver- 
15 dauimgsreaktionen eine Abldsung des Reaktionspro- 
duktes.stattfmden kann. In solchen Fallen kann sich die 
Desorption erubrigen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung des er- 
findungsgemaBen Verfahrens wird das Adsorbens zu- 
20 nachst mit einer Substanz belegt, welche eine Affinitat 
zu den zu modifizierenden Biopolymeren besitzt, bei- 
spielsweise Protein A, das mit Immunglobulinen einen 
Komplex bildet oder mono/polyklonaie Antikorper. die 
dann ihrerseits im immobilisierten Zustand das korre- 
25 spondierende Antigen binden. 

Neben den enzymatischen Reaktiohen konnen auch 
biochemische Veranderungen an den Biopolymeren in 
eleganter Weise ausgefiihrt werden. Auch hier wird zu- 
nachst das Biopolymere am Adsorbens immobilisiert 
30 Dann werden die spezifischen Bedingungen der bioche- 
mischen Reaktion im einfachsten Fall durch Umpuffem 
(Pufferaustausch) eingestellt, woraufhin die entspre- 
chende Reaktion durchgefiihrt wird. Es konnen so in 
geeigneter Weise Reaktionen wie Methylierungen, Sei- 
35 tenkettenmodifizienmgen sowie die Einfuhrung von ra- 
dioaktiven Isotopen durchgefiihrt werden. Auch eine 
enzymatische Einfuhrung radioaktiv markierter Kom- 
ponenten ist an den immobhsierten Molekiilen durch- 
fuhrbar. Nukleinsaureii konnen im adsorbierten Zu- 
40 stand, insbesondere gebunden an lonenaustauscher, wie 
in der deutschen Patentanmeldung P 36 39 949 der An- 
melderin vorgeschlagen, Fractogel TSK DEAE-650 und 
DE-52 Cellulose (Whatman) nach den tiblichen Arbeits- 
anweisungen (siehe Maniatis et al. 1982, Cold Spring 
45 Harbor Laboratory, ISBN 0-87969-136-0, New York) 
enzymatisch behandelt werden. Vor Zugabe des En- 
zyms empfiehlt es sich, mit Rinderserumalbumin (BSA) 
und dem spater zu verwendenden Puffer eventuell ver- 
bliebene Bindimgsstellen abzusattigen, so daB das an- 
50 schlieBend hinzugesetzte Enzym nicht adsorbiert wird. 
Auf diese Weise lassen sich gangige Reaktionen, der 
Nukleinsaurebiochemie durchftihren, zum Beispiel re- 
striktionsendonukleolytische Spaltungen von DNS, 
Polymerasereaktionen (einschlieBlich radioaktiver Mar- 
55 kierungen wie Nicktranslation und Endmarkierungen 
mit Klenow-Pplymerase), Methylierungen, Phosphata- 
sebehandlungen etc Oberraschenderweise erlauben 
Anionenaustauscher mit niedriger Ladungsdichte eine 
fast voUstandige Reaktion (90%), wahrend lonenaustau- 
60 scher, die durch eine hohe Ladungstragerdichte gekenn- 
zeichnet sind, lediglich partielle (50 bis 70%) Umsetzung 
gestatten. 

Generell wird im AnschluB an die enzymatische Re- 
aktiori die jeweilige Ldsung dekantiert und verworfen 
65 imd dann mit einer Losung, enthaltend 0,5 M Natrium- 
chlorid, gewaschen. Wenn anschlieBend mit Wasser 
nachgewaschen wird, kann eine Enzymreaktion durch- 
gefiihrt werden (zum Beispiel endonukleolytische Spal- 
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. tung mit einem anderen firt^^^ wfelches anderer Puffer- 
bedingimgen bedarf). 

Das erfindungsgemSBe Verfahren laBt sich an festen 
Partikeln der pordsen Matrix (Adsorbens) durchfuhren, 
wobei die Partikei entweder in wassriger Phase suspen- 5 
diert (Batch- Verfahren) in Hohlkorpem definierter Ge- 
stait (Kartuschen) befindlich oder auf flachigen Tr§gem 
fixiert sind. Die letztere Ausgestaltung des erfindimgs- 
gemaBen Verf ahrens wird in der gleichzeitig eingereich- 
ten, parallelen deutschen Patentanmeldung der Anmel- 10 
derih vorgeschlagen. 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele 
naher erlautert Die Modifizierung der Biopolymeren 
findet in den Beispielen in an flachige Trager fbcierten 
GefaBen statt Selbstverstandlich ist es auch mogUch, 15 
mit dem s6genannten"Batch"-Verfahren zu arbeiten. 

Bezugsbeispiel 

Plasmidpraparation aus Escherichia coli Der Bakte- 20 
rienaufschluB erfolgt nach der Alkaline Lysis Method 
nach Maniatis et al. (1982, Cold Spring Harbor Labora- 
tory, ISBN 0-87969-136-0, New York). Anstelle der Phe- 
nolisierung wird jedoch der Oberstand auf 0,5 M Natri- 
umchlorid eingestellt imd in ein beschichtetes Eppen- 25 
dorf-ReaktionsgefaB gegeben. Die Beschichtung des 
Eppendorf-Gef afies geschieht wie foigt: 

Zunachst wird Vestoplast-508 in Chlorofomi suspen- 
diert (0,15 g/ml), so daB eine kolioidale Suspension ent- 
steht Diese Klebstoffsuspension wird in das Reaktions- 30 
gefaB gegeben und sofort wieder dekantiert Aufgrund 
der Wechselwirkungen zwischein dem Matrbcmaterial 
und dem Klebstoff verbleibt ein diinner Film an der 
Innenwandung des GefaBes in einer etwa 20 \im dicken 
Schicht Durch Unterdruck (5 Minuten im Exsikkator) 35 
wird anschlieBend das Chloroform entfernt Die zu fbde- 
renden Anionenaustauscher wie Fractogel TSK DEAE^ 
650 oder wie die in der deutschen Patentanmeldung P 
36 39 949 der Anmelderin vorgeschlagenen Materialien 
werden in das GefaB gefullt, welches anschlieBend auf 40 
74° C erhitzt wird und dabei seine klebenden Eigen- 
schaften entwickelt Nach dem Abkuhlen werden nicht 
fbcierte Partikei des Anionenaustauschers mittels 
Druckluft durch Wegblasen entfernt Nachdem der Bak- 
terienaiifschluB in ein auf diese Weise prapariertes Ep- 45 
pendorf-ReaktionsgefaB gegeben wurde, wird die L6- 
sung nach 15 Minuten Inkubationszeit dekantiert, das 
ReaktionsgefaB mit 2 x je 1 ml 0,5 M Natriiunchloridlo- 
sung gewaschen und dann 15 Minuten bei Raumtempe- 
ratur mit 100 ^1 Elutionspuffer (1^2 M Natriumchlorid, 4 50 
M Hamstoff, 30 mM Natriumacetat, 15% Ethanol) elu- 
iert- Das Eluat wird mit 25 jil Wasser und 80id Isopro- 
panol versetzt, 20 Minuten bei -70*'C inkubiert und 
anschlieBend zentrifugiert Die so isolierte Plasmid- 
DNS ist in ihrer Reinheit mit HPLC-gereinigter DNS 55 
vergleichbar und kann samtlichen enzymatischen Be- 
handlungen unterworf enwerden. 
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Isolierung langkettiger. chromosomaler DNS aus Ge- 
webe Ein ZellaufschluB eukaryotischer Zellen wird nach 
Maniatis et ah (1982, Cold Spring Harbor Laboratory. 
ISBN 0-87969-136-0, New York) durchgefuhrt. Sobald 
die Zellen lysiert sind, wird das grob gereinigte Lysat auf 65 
0,5 M Natriumchlorid eingestellt und anschlieBend be- 
handelt wie im Bezugsbeispiel beschrieben. 

Je nach der AufschluBmethodik konnen auf diese 



Weise extrem groBe DNS-Fragmente (50 bis 1000 kb), 
isoliert werden. 

Etwa 10 \Lg Gewebe (zum Beispiel Leber) werden in 
Mikrotiterplatten in 100 jil Daupuffer (4 M Hamstoff. 
1% Triton, 10 mM EDTA, 100 mM Natriumchlorid, 

10 mM Tris, pH 8,0, 10 mM Dithiothreitol, 2 ^ig Prote- 
inase K) 2 Stunden lang verdaut Die Losung wird mit 

11 ^1 5 M Natriumchlorid versetzt und anschlieBend in 
Eppendorf-ReaktionsgefaBe gegeben, die inwendig bis 
zu einer Hohe etwa 100 \d gemaB Bezugsbeispiel be- 
schichtet sind Nach einer Adsorptionszeit von 30 Minu- 
ten wird die Losung dekantiert imd das Reaktionsge^B 
2 X mit je 500 jU 0,5 M Natriumchlorid gewaschea Die 
Elution der adsorbierten chromosomalen DNS erfolgt 
mit 100 pJ Elutionspuffer (Bezugsbeispiel). Anschlie- 
Bend kann das Eluat gefaUt und dann entsprechend wei- 
terverarbeitet werden. Die mit dieser Methodik ermog- 
lichte Gewinnung von Nukleinsauren mit mehr als 1000 
kb GroBe ist interessant fur Ghromosomenkartierun- 
gen, die mit an seltenen Restriktionsstellen schneiden- 
den Restriktionsendonukleasen wie Not 1 durchgefuhrt 
werden (im Rahmen des sogenannten Chromosome 
Walking mit anschlieBender Pulse-Field-Gelelektro- 
phorese (PFG)). Eine andere Moglichkeit besteht darin, 
direkt, das heiBt ohne Elution in der bereits beschriebe- 
nen Weise Restriktionsspaltungen durchzuf Qhren. 

Beispiel 2 

3 ^ig Plasmid, pBR 322, die nach dem Bezugsbeispiel 
isoliert worden sind und an einem Anionenaustauscher 
immobilisiert wurden, werden mit Eco Rl endonukleo- 
lytisch gespalten. Hierzu wird zunachst eine Rinderseru- 
malbuminlosung (2 mg/ml Eco Rl Puffer) in das Reak- 
tionsgefaB gegeben, um verbliebene Bmdungsstellen 
abzusattigen. 

Nach 5 Minuten wird diese Losung dekantiert und 
verworf en. Mit 3 Emheiten Eco Rl wird nun 30 Minuten 
in 100 mM Natriumchlorid, 50 mM Tris, pH 7 A 10 mM 
Magnesiumchlorid. und 1 mM Dithiothreitol verdaut 
Etwa 90 bis 95% der gesamten Plasmidspaltstelien ist 
verdaut, wie sich nach Elution mit anschlieBender Gel- 
elektrophorese nachweisen lafit 

Beispiel 3 

Anwendung zur Herstellung partieller Verdauungen 
fiir analytische, praparative und diagnostische Zwecke 
Eine partielle Verdauung von immobilisierten Nuklein- 
sauren mit Eco Rl wird wie in Beispiel 2 durchgefuhrt 
mit dem Unterschied, daB ein lonenaustauschermaterial 
wie in der deutschen Patentanmeldung P 36 39 949 der 
Anmelderin vorgeschlagen wird. Dieses lonenaustau- 
schermaterial zeichnet sich durch eine hohe Ladungs- 
tragerdichte aus. Gelelektrophoretische Analyse im An- 
schluB an die Desorption der Nukleinsaure vom Anio- 
nenaustauscher zeigt, dafl nur ca. 60% der DNS-Spalt- 
stellen verdaut wurden. Das gleiche Ergebnis kann auch 
mit Enzymen wie Hpa 2 nachvollzogen werden, die 
mehrere Restriktionsstellen aufweisen, also ofter 
schneiden. 



